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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestetlt 

@ Verfahren zur matrixunterstutzten ionisierenden Laserdesorption 

(§) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur matrixunterstutz- 
ten ionisierenden Laserdesorption gro&er Analytmolekule 
(MALDI) im Vakuum fur die Erzeugung von ionen fur die 
massenspektrometrische Untersuchung der Ana lyt substanz. 
Die Erfindung besteht darin, die Matrixsubstanz fur die 
Unterstutzung der Desorption a us mindestens zwei ver- 
schiedenartigan Komponenten zu bilden, wobei eine Kom- 
ponente eine Substanz sein soil, die einerseits sehr adsorp- 
tiv, aber andererseits thermolyttsch in kleine Molekule 
zersetzbar ist. Eine we iters Komponente ubernimmt die 
Protonierung der Analytmolekule. Besonders geeignet ist 
eine dfinne Schicht aus Nitrozellulose (korrekter: Zelluloseni- 
trat), in der eine protonierende Substanz eingebettet ist. Die 
in Wasser unlosliche Schicht adsorbiert die gro&en Anatyt* 
m molekule aus wasseriger Losung an ihrer Oberflache. 
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Beschreibung substanz. Die Dampfwolke nimmt zunachst praktisch 

den gleichen Raum ein wie die Festsubstanz, steht also 
unter hohem Druck. Auch die groBen AnalytmolekQle 

Zusammenfassung werden in die zunachst winzige Dampfwolke uberfuhrt 

5 Bei der Bildung der Dampfwolke wild ein geringer Teil 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur matrixunter- der Molekule, und zwar sowohl der Matrix- wie auch 

stOtzten ionlsierenden Laserdesorption groBer Analyt- der groBen Analytmolekule, ionisiert AnschlieBend 

molekule (MALDI) im Vakuum fur die Erzeugung von dennt sich die Dampfwolke in einem adiabatischen und 

Ionen fur die massenspektrometrische Untersuchung isentropischen ProzeB ahnlich einer Explosion in das 

der Analytsubstanz. 10 umgebende Vakuum aus. Solange wahrend der Ausdeh- 

Die Erfindung besteht darin, die Matrixsubstanz fur nung der Dampfwolke noch Kontakt der Molekule un- 

die Unterstfltzung der Desorption aus mindestens zwei tereinander besteht, findet durch Ionen-MolekQl-Reak- 

verschiedenartigen Komponenten zu bilden, wobei eine tionen eine fortgesetzte Ionisierung der groBen Analyt- 

Komponente eine Substanz sein soil die einerseits sehr molekule auf Kosten der kleineren Matrixionen statt 

adsorptiv, aber andererseits thennorytisch in kleine Mo- 15 Die ins Vakuum expandierende Dampfwolke be- 

lekule zersetzbar ist Eine weitere Komponente uber- schleunigt durch ihre adiabatische Ausdehnung nicht 

nimmt die Protonierung der Analytmolekule. Besonders nur die Molekule und Ionen der Matrixsubstanz, son- 

geeignet ist eine dflnne Schicht aus Nitrozellulose (kor- dern durch viskose Mitnahme auch die Molekule und 

rekter: Zellulosenitrat), in der eine protonierende Sub- Ionen der Analytsubstanz. Dehnt sich die Wolke in ei- 

stanz eingebettet ist Die in Wasser unldsliche Schicht 20 nem Raum aus, der frei von elektrischen Feldern ist, so 

adsorbiert die groBen Analytmolekule aus wasseriger erreichen die Ionen mittlere Geschwindigkeiten von et- 

Losung an ihrer Oberflache. wa 700 Metern pro Sekunde; die Geschwindigkeiten 

sind dabei weitgehend unabhangig von der Masse der 

Allgemeiner Stand der Technik Ionen, haben aber eine grofie Geschwindigkeitsstreu- 

25 ung, die von etwa 200 bis zu 2000 Metern pro Sekunde 

Das Verfahren der massenspektrometrischen Unter- reicht Es ist anzunehmen, daB auch die neutralen Mole- 

suchungen von groBmolekularen Analytsubstanzen mit kale diese Geschwindigkeiten besitzen. 

Ionisierung durch laserinduzierte Desorption besteht Die groBe Streuung der Anfangsgeschwindigkeiten 

darinidenProbentragermitoberflachlichaufgebrachter bei laserinduzierter Ionisierung beeintrachtigt und be- 

Analytsubstanz einem Lichtpuls aus einem Laser auszu- 30 grenzt die Massenaufldsung der Flugzeitmassenspek- 

setzen, der auf die Probenoberflache fokussiert wird. trometer; es gibt jedoch eine einfache Methode, die Io- 

Dieser Lichtpuls erzeugt Ionen der Analytmolekule, die nen wieder zeitlich zu fokussieren und damit das Aufld- 

dann mit ionenoptischen Mitteln der massenspektrome- sungsvermdgen zu verbessern. Das Prinzip dieser Me* 

trischen Analyse zugefuhrt werden. Es finden dabei ins- thode ist emfach: Die Ionen der Wolke werden zunachst 

besondere Flugzeitmassenspektrometer, aber auch io- 35 fur eine kurze Zeit in einem feldfreien Raum ohne jede 

nenspeichernde Massenspektrometer, wie Hochfre- elektrische Beschleunigung fliegen geiassen. Die schnel- 

quenz-Quadrupol-Ionenfallen (haufig emfach "Ionenfal- leren Ionen entfernen sich dabei weiter von der Proben- 

len w genannt) oder Ionen-Zyklotron-Resonanz-Massen- tragerelektrode als die langsamen, aus der Geschwin- 

spektrometer ("ICR-Spektrometer"), Anwendung. digkeitsverteilung der Ionen ergibt sich eine Ortsvertei- 

Fur den besonderen Fall der Flugzeitmassenspektro- 40 lung. Erst dann wird plotzlich die Beschleunigung der 

metrie wird der Probentrager konstant auf eine Hoch- Ionen durch ein homogenes Beschleunigungsfeld, also 

spannung zwischen 6 und 30 Kilovolt gelegt dem in einem Feld mit linear abfallendem Beschleunigungspo- 

einer Entfernung von 10 bis 20 Millimetern eine Grund- tential, eingeschaltet Die schnelleren Ionen befinden 

elektrode auf Erdpotential gegenflberliegt Ein Laser- sich dann weiter von der Probentragerelektrode ent- 

puls von typischerweise etwa 4 Nanosekunden Dauer 45 fernt, somit auf einem etwas geringeren Anfangspoten- 

ubernimmt die Ionisierung. Die Ionen werden durch das tial fur die Beschleunigung, das ihnen eine etwas gerin- 

elektrische Feld zur Grundelektrode hin beschleunigt gere Endgeschwindigkeit fur die Driftstrecke des Flug- 

und erhalten dabei alle die gleiche kdnetische Energie. zeitspektrometers vermittelt als den zu Beginn langsa- 

Jenseits der Grundelektrode befindet sich die feldfreie meren Ionen. Bei richtiger Wahl der Zeitverz6gerung 

Flugstrecke des Flugzeitmassenspektrometers. Am En- 50 fur den Einsatz der Beschleunigung C*time lag^O konnen 

de der Flugstrecke werden die ankommenden Ionen die zu Beginn langsameren, aber nach Beschleunigung 

detektiert, aus ihrer Flugzeit laBt sich — bei gleicher schnelleren Ionen die zu Beginn schnelleren, aber nach 

kinetischer Energie — ihre Masse bestimmen. Beschleunigung langsameren Ionen genau am Detektor 

Bei Verwendung von ionenspeichernden Massen- wieder einholea Es werden somit Ionen gleicher Masse 

spektrometem wie Quadrupol-Ionenfallen oder ICR- 55 am Ort des Detektors in bezug auf die Flugzeit in erster 

Spektrometern werden die desorptrv erzeugten Ionen Ordnung fokussiert 

mit ionenoptischen Mitteln in die Speicherzellen der FOr die anderen genannten Arten der Massenspek- 
Massenspektrometer QberfOhrt und dort massenspek- trometrie ist die Streuung der Anfangsenergien eben- 
trometrisch untersucht falls schadlich, da sie den Einf angprozeB der Ionen in 
Ffir die Ionisierung von groBen Analytmolekfilen 60 den Speicherzellen erschwert Hier ist noch keine Me- 
durch die weithin bekannte matrixunterstutzte Laserde- thode zur Verbesserung des Einf angs durch Homogeni- 
sorption (MALDI « matrix assisted laser desorption sierung der Anfangsenergien bekannt 
and ionization), die in den vergangenen Jahren eine gro- 
Be Verbreitung gefunden hat, werden die groBen Mole- Nachteile bisheriger Verfahren 
kQle der Analytsubstanz auf dem Probentrager in eine 65 

Schicht winziger Kristalle einer niedermolekularen Ma- Die Ionisierung durch MALDI ist bisher nicht auto- 

trixsubstanz eingelagert Der Laserlichtpuls verdampft matisierbar, weil noch keine gleichmaBige Verdamp- 

praktisch momentan eine geringe Menge der Matrix- fung und Ionisierung erreicht werden konnte. Die Kri- 
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stallschicht der Matrixsubstanz wird gewohnlich durch 
Eintrocknen eines Trdpfchens, in dera Matrix und eine 
geringe Menge des Analyts gleichzeitig gelfist sind, er- 
haltea Die Schicht gleicht einer wust gewachsenen 
GroBstadt, in der Areale mit Hochhausern und solche 5 
mit kleinen Villen oder sogar Buden durcheinander an- 
geordnet sind. Es ist daher Stand der Technik, die 
Schicht der Matrixkristalle mit einer videomikroskopi- 
schen Einrichtung zu beobachten, und visuell eine durch 
Erfahrung vielversprechende Stellen der Kristallschicht 10 
auszusuchen. Selbst bei einem solchen visuellen Aussu- 
chen geeigneter Stellen rauB man immer noch probie- 
ren, bis man eine geeignete SteUe fmdet, die ein Spek- 
trum genugender Intensitat und Massenauflosung lie- 
fert Nur fur wenige Matrixsubstanzen sind andere Ver- 15 
fahren mit fatter Untergrundschicht aus Matrixsub- 
stanz bekannt geworden, die etwas gleichmaBigere Er- 
gebnisse liefern. Diese haben sich aber bisher nicht 
durchgesetzt, weil diese Matrixsubstanzen nur fQr aus- 
gesuchte Analytsubstanzen einsetzbar sind. 20 

Es ist namiich bisher nicht einmal vorhersagbar, wel- 
cher Analyt mit welcher Matrix erfolgreich zusammen- 
gebracht werden kann. Matrixsubstanzen nehmen man- 
che Analytmolekule nicht in die Kristalle auf, in anderen 
Fallen sind Matrixsubstanzen nicht fur die Ionisierung 25 
der Analytmolekule geeignet Auch hier ist immer wie- 
der Probieren angesagt Eine Automatisierung braucht 
aber ein Ionisierungsverfahren, das unabhangig von der 
Art der Analytsubstanzen regelmaBig zufriedenstellend 
arbeitet Ein solches Verfahren wurde bisher noch nicht 30 
gefunden. 

Aufgabe der Erfindung 

Es ist die grundsatzliche Aufgabe der Erfindung, das 35 
MALDI- Verfahren so abzuwandeln, daB eine automati- 
sierbare Probenvorbereitung und automatisierbare Io- 
nisierung erreicht wird. Im besonderen muB die Probe 
ohne experimentelle Suche nach der besten Matrixsub- 
stanz automatisch auf den Probentrager aufgebracht 40 
werden konnen. Sie muB ferner blind und ohne Suche 
nach einem optimalen BeschuBpunkt der Laserstrah- 
lung ausgesetzt werden konnen und dabei eine fur 
Spektrenintensitat und Massenauflosung optimale Io- 
nenbildung erreichen. Fur die Flugzeitmassenspektro- 45 
metrie soli insbesonders eine gleichmaBige Wolkenbil- 
dung erreicht werden, die gunstige Voraussetzungen fur 
die verbesserte Fokussierung durch verzogerte Be- 
schleunigung schafft Insgesamt soil das Verfahren eine 
hohe lonenausbeute und damit ein hohe Empfindlich- 50 
keit liefern, urn mit eingesetzten Probenmengen von nur 
wenigen Femtomoi arbeiten zu konnea 

Erfindungsgedanke 

55 

Die Matrixsubstanz muB gegenwartig folgende vier 
getrennte Aufgaben gleichzeitig erfuilen, wobei stets 
nur ein gewisser KompromiB erreicht werden kann: 

(1) sie muB die Analytmolekule einzeln (nicht als 60 
Cluster) in ihre Kristalle aufnehmen und fiber das 
Aufwachsen der Kristalle auf dem Probentrager 
festhalten; 

(2) sie muB das Licht der Laserstrahlung effektiv 
absorbieren und so in kurzester Zeit genugend 65 
Energie fur die momentane Verdampfung aufneh- 
men; 

(3) wahrend der Verdampfung muB sie eine solch 
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hohe Plasmatemperatur erreichen, daB ein nicht zu 
kleiner Bruchteil der Molekule ionisiert vorliegt, 
andererseits darf die Matrixsubstanz nicht — etwa 
durch Zersetzung — ihre zur Ionisierung befahi- 
genden Eigenschaften verlieren; und 
(4) sie muB dann im anschlieBenden Ionisierungs- 
prozeB die groBen Analytmolekule durch Protonie- 
rung ionisieren. 

Es ist nun ein Grundgedanke der Erfindung, diese vier 
Aufgaben, die die Matrixsubstanz zu erfullen hat, auf 
(mindestens) zwei Substanzen aufzuteilea 

Eine Aufteilung des Aufgabenkatalogs auf zwei Sub- 
stanzen kann nach diesem Grundgedanken der Erfin- 
dung etwa so aussehen: 

(a) eine erste Matrixsubstanz (ein sogenannter Bin- 
der) ubernimmt die adsorptive Bindung der Analyt- 
molekule an einer vorzugsweise glatten Oberfla- 
che, sie ubernimmt die Bindung an die Unterlage, 
sie kann vorzugsweise die Energieabsorption uber- 
nehmen, und sie ubernimmt insbesondere die Bil- 
dung der Plasmawolke; 

(b) eine zweite Matrixsubstanz (ein Ionisierer), die 
vorzugsweise molekular in der ersten Substanz ge- 
lost ist ubernimmt die Ionisierung der Analytmole- 
kule in der Plasmawolke; sie kann aushilfsweise 
auch die Energieabsorption fibernehmen, wenn die- 
se nicht von der ersten (oder von einer weiteren) 
Matrixsubstanz ubernommen wird. 

Es ist nun ein weiterer grundlegender Erfindungsge- 
danke, daB der Binder die Aufgabe der gleichmaBigen 
Bildung einer Plasmawolke am besten erfullen kann, 
wenn er sich bei LaserlichtbeschuB explosiv in kleine 
Molekule zersetzt Als besonders vorteilhaft bieten sich 
hier Sprengstoffe wie beispielsweise Trinitrotoluol 
(TNT) an, die sich bei Erhitzung durch den Lasers trahl 
exotherm in die kleinen Molekule Wasser, Kohlenmon- 
oxid, Kohlendioxid, Stickstoff und Wasserstoff zerset- 
zen. 

Der Binder muB aber auch die Aufgabe der adsorpti- 
ven Bindung der Analytmolekule ubernehmen k6nnen. 
Es ist nun ein weiterer Erfindungsgedanke, hier hochad- 
sorptive Polymers trukturen zu benutzen, wie sie etwa 
aus Adsorptionssaulen zur Reinigung von hochmoleku- 
laren organischen Stoffen oder von Blotmembranen 
zum Blotten 2D-elektrophoretischer Trennung bekannt 
sind 

Ein hervorragende Kombination einer hochadsorpd- 
ven, polymer strukturierten Substanz mit erwunschtem 
Sprengstoff-Charakter ist die Nitrozellulose (korrekter: 
Zelluiosenitrat, Kurzzeichen nach DIN: CN), deren Ex- 
plosivitat sich darQber hinaus durch den Grad der Ni- 
trierung einstellen l&Bt Man spricht bei Stickstoffgehal- 
ten zwischen 10,5 und 12£% von Zellulosedmitrat (Col- 
lodiumwolle), bei solchen zwischen 12£ und 14,14% von 
Zeilulosetrinitraten (SchieBbaumwolle). Beide Sorten 
verpuffen bei Erhitzung, die Verpuffungsheftigkeit 
nimmt mit hoherer Nitrierung zu. Zellulosenitrate be- 
stehen aus etwa 100 bis 3500 teil- bis voll-nitrierten 
Glukose- Einheiten. 

Der Binder kann, muB aber nicht notwendig die Auf- 
gabe der Uchtabsorption abernehmen. Diese Aufgabe 
kann durch eine Derivatisierung des Zellulosenitrats ge- 
lost werden, wobei absorptive Molekulgruppen in das 
Zellulosegerust eingebaut werden. Durch Wahl der Mo- 
lekulgruppen kann man sich an die Wellenlange des 
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verwendeten Lasers anpassen. — Es ist aber auch m6g- 
lich, diese Aufgabe einer dritten Matrixsubstanz zu 
Obertragen. Zellulosenitrat ist hervorragend farbbar, 
und kann somit fur beliebige Wellenlangen undurch- 
sichtig gemacht werden. 

Es ist nun ein weiterer Gedanke der Erfindung, das 
Zellulosenitrat in Azeton geldst als Lackschicht auf den 
ProbentrSger aufzubringen. Damit wird eine gleichma- 
Bige Schicht erzeugt, die Grundvoraussetzung fur die 
Automatisierbarkeit der Probenvorbereitung und der 
Ionisierung ist Aus Zellulosenitrat werden technisch die 
Nitrolacke hergestellt Nitrolacke verwenden meist das 
weniger nitrierte Zellulosedinitrat als Grundstoff. 

Die Zellulosegrundstruktur ist besonders gQnstig fur 
die oberfiachliche Bindung der Analytmolekule wegen 
ihrer besonders starken Adsorptivitat Da Nitrozeliulo- 
se nicht in Wasser losbar ist, kann man Proteine, wasser- 
losliche Polymere und andere groBmolekulare Analyt- 
substanzen sehr einfach aus wasseriger Losung auf die 
Lackschicht aufbringen. Nitrozeliulose wird haufig far 
Blotmembranen verwendet; sie hat gegenuber anderen, 
meist teuereren Blotmembranen den Nachteil, daB die 
Analytmolekule sehr fest, fur vieie Untersuchungsme- 
thoden zu fest, an der Oberflache haften. Dieser Nach- 
teil ist im vorUegenden Fall ein VorteiL Die wasserige 
Losung von hochmolekularen Analytsubstanzen wie 
Proteinen enthalt neben den Analytmolekulen haufig 
noch stabilisierende Puffersalze und andere fur den Io- 
nisierungsprozeB schadliche Bestandteile. Die feste 
Haftung der Analytmolekule und die Wasserunloslich- 
keit der Nitrozeliulose ermdglicht ein leichtes und ver- 
lustarmes Waschen der aufgebrachten groBmoIekula- 
ren Anahytsubstanz. 

Sprengstoffe mit ihrer exothermen Zersetzung fuh- 
ren auch gleichzeitig zu einer sehr konstanten Wolken- 
bildung; kleinere Energieunterschiede im Laserlicht- 
strahi spielen eine untergeordnete Rolle. Der Spreng- 
stoff wird dabei so dunn aufgetragen (teilweise nur 
Bruchteile eines Mikrometers), daB ein selbstandiges 
Nachbrennen in Nachbarbereiche unterbleibt, da der 40 
ProbentrSger stark kuhlt und die Verbrennung loscht 
Im Gegensatz zu normalem MALDI, bei dem man La- 
serlichtfolcusdurchmesser von 100 bis 200 Mikrometer 
bevorzugt, urn groBflachig eine dfinne Schicht der Ma- 
trixoberflache abzutragen, kann man bei Sprengstoff- 
MALDI mit Fokusdurchmessern von 3 bis 10 Mikrome- 
tern arbehen. Es wird dabei innerhalb dieses Durchmes- 
sers die gesamte Schicht bis auf den Probentrager dar- 
unter abgetragen. 

Das Aufbringen der Analytmolekule auf die Oberfla- 
che der Lackschicht hat den weiteren Vorteil, daB die so 
gebildeten Ionen der Analytmolekule nach Ausdehnung 
der Wolke eine weit geringere Streuung ihrer Anf angs- 
geschwindigkeiten zeigen. Die Ionen lasseh sich daher 
viel besser in Speicherzellen von ionenspeichernden 
Massenspektrometern einfangen. 

Fur bestimmte Anwendungen ist allerdings die ad- 
sorptiv auf der Oberflache bindbare Menge der Analyt- 
molekule zu klein. Es ist nun ein weiterer Gedanke der 
Erfindung, die Oberflache der Schicht durch besondere 
MaBnahmen zu erhohen, um die Aufnahmefahigkeiten 
fur groBe MolekOle zu vergroBern. Dazu gibt es ver- 
schiedene Methoden. Die dunne Lackschicht kann man 
beispielsweise durch geeignete Losungsmittel (bei- 
spielsweise durch ein Wasser- Alkohol-Gemisch) auf- 
quellen lassen. Der QuellprozeB ist langsam und braucht 
mehrere Tage. Es bildet sich dabei ein gerustartiges Gel 
mit kavernenartigen HShlen. Durch vorsichtiges Ein- 
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trocknen (beispielsweise durch Gefriertrocknen) laBt 
sich dann eine hochpordse Schicht erzeugen, die wegen 
ihrer groBen Oberflache eine hohere Menge (ein vielfa- 
ches) der Analytsubstanz aufnehmen kann. 

Um die aufgebrachte Schicht ^uch gegen nicht-waBri- 
ge LSsungsmittel unldslich zu machen, ist es besonders 
vorteilhaft, die meist f adenformigen Molekule der Lack- 
schicht nach Aufbringen auf den ProbentrSger durch 
Zugabe eines Bruckenbildners zu vernetzen. Fur die 
Vernetzung von Zellulosenitrat hat sich Diisocyanat be- 
wahrt, das die restlichen OH-Gruppen benachbarter 
MolekOlstrange miteinander verbindet Diese Vernet- 
zung unterbindet die Losbarkeit, nicht aber die Quell- 
barkeit Die Vernetzung unterbindet nicht die Zersetz- 
lichkeit des Zellulosenitrats unter Einwirkung der La- 
serstrahlung. 

Eine andere Methode geht von hochpordsem, sehr 
feinen Pulver von Zellulosenitrat aus, das auf den Pro- 
bentrager aufgebracht wird. Das kann beispielsweise 
durch Besteuben einer Klebstoffschicht geschehen, wo- 
bei die Klebstoffschicht beispielsweise wiederum auf 
der Basis von Zellulosenitrat aufgebaut sein kann. 

Eine pordse Schicht auf einem elektrisch leitenden 
Probentrager kann beispielsweise auch direkt zum Blot- 
ten eines durch 2-dimensionale Gel-Elektrophorese auf- 
getrennten Substanzgemischs benutzt werden. Die 2-di- 
mensionale Abtastung durch MALDI ergibt eine Stei- 
gerung der Empfindlichkeit gegenuber iiblichen Far- 
bungsmethoden, die bei mehreren Zehnerpotenzen iiegt 
und daruberhinaus zuverlassige Information iiber das 
Molekulargewicht bietet 

Der zweite Matrixbestandteil, der Ionisierer, kann 
nun entsprechend den Bedurfnissen ausgesucht werden. 
Im allgemeinen ist es seine einzige Aufgabe, die Analyt- 
molekule zu ionisieren. Der Ionisierer soil sich im Lack 
des Binders 18sen konnen. Wird beispielsweise Azeton 
als Losungsmittel fur den Binder zur Herstellung des 
Lackes benutzt, so soil sich auch der Ionisierer in Aze- 
ton 16sen. 

Es hat sich experimentell erwiesen, daB die Konzen- 
tration des Ionisierers nicht hoch zu sein braucht Unsere 
Versuche haben sich allerdings auf Alpha-Cyano-4-Hy- 
droxi-Zimtsaure (kurz "Alpha-Cyano") beschrankt Mit 
etwa 10% Alpha-Cyano in 90% Nitrozeliulose erhait 
man einen nahezu klaren Lack, der sich sehr dunn auf- 
bringen LaBt Er bildet eine gute Grundlage fur die Ioni- 
sierung von praktisch alien Arten von Proteinen, die 
leicht aus waBriger Losung auf die Oberflache des was- 
serunloslichen Lacks aufgebracht werden konnen. 

Es ist jedoch zu erwarten, daB die Suche nach besse- 
ren Ionisierern bald Ergebnisse liefern wird, die die Aus- 
beute an Analytionen, die jetzt etwa bei 1/10000 liegt, 
ganz wesentlich erhdhen werden, 

Wenn wir vom Blotten absehen, so werden die Ana- 
lytmolekule meist einfach durch Aufbringen eines winzi- 
gen Tropfchens der Analytlosung auf die adsorptive 
Schicht aufgebracht Das Tropfchen muB oft nicht ein- 
mal eintrocknen, nach Adsorption der Analytmolekule 
kann der Rest einfach abgewaschen werden. Das ist 
besonders vorteilhaft, da so auch storende Puffersub- 
stanzen und Salze der L6sung entfernt werden konnen. 

Fur hochverdunnte Analytlosungen, bei denen ein 
aufgebrachter Tropfen nicht genugend Molekule fur ei- 
ne massenspektrometrische Untersuchung enthalt, hat 
sich eine andere Art der ProbentrSger bewahrt Die 
adsorptive Matrixschicht wird auf die Oberflache von 
winzigen magnetischen ICOgelchen ("magnetic beads") 
aufgebracht Besonders vorteilhaft ist es hier, die Ma- 
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trixschicht durch Vernetzung vbllkommen unldslich zu 
macheru Die Kugelchen werden dann in kleiner Anzahl 
der sehr verdunnten Analytlosung beigegeben. Durch 
langandauernden und bewegten Kontakt konnen so die 
AnalytmolekGle praktisch quantitativ adsorptiv an die 
Oberflache der Kflgelchen gebunden werden. Die Ku- 
gelchen lassen sich anschlieBend durch magnetische 
Speziaiwerkzeuge aus der Losung herausholen und auf 
eine flache Probentragerunterlage bringen. Dort kon- 
nen sie durch magnetische Kraft e, durch ubergelegte 
Feinstgitter oder aber einf ach durch Ankleben befestigt 
werden. Sie werden, nach OberfQhrung ins Vakuum, di- 
rekt vom Laser beschossen und liefern ein hervorragen- 
desMALDL 

Die Kugelchen sind besonders effektiv einsetzbar, 
wenn nur geringste Mengen an Analytsubstanz voriie- 
gen, weil sie die AnalytmolekOle praktisch vollstandig 
auch aus sehr verdunnten Losungen oder aus kleinsten 
Volumina adsorbieren konnen. Dabei braucht die L6- 
sung nicht pipettiert oder sonstwie transportiert wer- 
den, und es werden solchermaBen die Verluste durch 
Wandadsorptionen so gering wie moglich gehalten. Es 
lassen sich in dieser Weise sogar Analytsubstanzen aus 
einzelnen biologischen Zellen einer massenspektrome- 
trischen Analyse zufuhrea 

Das bisher verwendete MALDI-Verfahren verlangte 
notwendigerweise eine Bestrahlung des Probentragers 
von der Probenseite her, da jeweils nur eine sehr gerin- 
ge Matrixmenge an der Oberflache verdampft wurde, 
also jeweils nur ein BruchteD der Schichtdicke abgetra- 
gen wurde. Auch die Verwendung von magnetischen 
Kugelchen verlangt einen BeschuB von der Probenseite 
her, da die Kugelchen undurchsichtig sind. 

Werden jedoch flache Probentrager benutzt, so kann 
ein anderes Verfahren verwendet werden, da die Ver- 
wendung einer dunnen SprengstofHackschicht zu einer 
vollstandigen Verdampfung eines kleinen Schichtberei- 
ches fuhrt, so daB eine nackte Stelle des Probentragers 
iibrigbleibt Es ist daher ein weiterer Gedanke der Erfin- 
dung, die Matrixschicht von der Ruckseite eines fGr die 
Laserstrahlung durchsichtigen Probentragers her zu be- 
strahlen und so zu verdampfen. Die Ruckseite des Pro- 
bentragers ist viel leichter zuganglich als die Vordersei- 
te, auf der die Beschleunigungs- und Fokussierungsblen- 
den mit ihren hohen Spannungen einem senkrechten 
AufschuB oder einem AufschuB mit kurzer Brennweite 
im Wege stehen und sehr trickreiche Konstruktionen 
notwendig macheiL 

Da der Fokusdurchmesser sehr viel kleiner sein kann 
als bei normalem MALDI, kann auch die Leistung des 
Lasers sehr viel geringer sein. Gegeniiber heute allge- 
mein verwendeten Gaslasern kann die gesamte Strah- 
lungsenergie entsprechend der verringerten Flache um 
einen Faktor 100 bis 1000 kleiner sein. Es konnen daher 
sehr viel schwachere Lasersysteme verwendet werden. 
Es ist daher ein weiterer Gedanke dieser Erfindung, 
einfache Diodenpulslaser zu benutzen, wie sie etwa bei 
beschreibbaren Compact Disks (CD) verwendet wer- 
den. Bei Verwendung von durchsichtigen Probentra- 
gern laBt sich ein solcher Diodenpulslaser sehr leicht 
ruckwartig zum Probentrager installieren. 

Durch die Verwendung von Diodenpulslasern auf der 
Ruckseite des Probentragers ergeben sich weitere Vor- 
teile. Erstens kann so die Linse, die zur Fokussierung 
benutzt wird, nicht verschmutzt werden. Zweitens kann 
eine Linse sehr kurzer Brennweite eingesetzt werden, 
wodurch sich auch bei maBiger Strahlqualitat des Dio- 
denlasers ein sehr kleiner Brennfleck ergibt 
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Auf die Wellenlange des Lasers, die bei bisherigen 
MALDI-Verfahren immer sehr wichtig war und die 
Auswahl der Matrixsubstanzen mit bestimmt hat, 
koramt es nur noch in zweiter Linie an, da es der einzige 
5 Zweck der Laserstrahlung ist, den Sprengstoff zu zun- 
den. 

Beschreibung der Figur 

io Fig. 1 zeigt eine Anordnung mit einer Lackschicht 4 
aus Zellulosenitrat mit 10% Alpha-Cyano-4-Hydroxi- 
Zimtsaure auf einem beweglichen Probentrager 3, der 
fur die Laserlichtstrahlung 7 aus einem Diodenlaser 1 
durchsichtig ist Eine Linse 2 erzeugt an der Stelle 5 
is einen Fokus, der trotz-mangelhafter Strahlqualitat ei- 
nen Durchmesser von nur etwa 10 Mikrometer hat An 
dieser Stelle verpufft das Zellulosenitrat und bildet eine 
Wolke aus niedermolekularen Snbstanzen mit einem 
Anteil an ionisiertem Alpha-Cyno. In der Dampfwolke 
20 wird die oberflachlich auf die Lackschicht 4 aufgebrach- 
te monomolekulare Schicht aus Analytmolekulen durch 
Ionen der Matrixsubstanz Alpha-Cyano ionisiert An 
den Stellen 6 sind in vorausgehenden Verfahrensschrit- 
ten bereits Teile der Matrixschicht entfernt worden. 

25 

Besonders gflnstige Ausfiihrungsformen 

Die Grundausfuhrung des Verfahrens nach dieser Er- 
findung ist in Fig. 1 gezeigt Ein Laserlichtpuls von etwa 
30 5 Nanosekunden Dauer aus einem Diodenpulslaser 1 
wird vermittelst der Linse 2 durch den durchsichtigen 
Probentrager 3 hindurch auf die Matrixschicht 4 fokus- 
siert Diese Matrixlackschicht 4 besteht aus Zelluloseni- 
trat mit 10% Alpha-Cyano-4-Hydroxi-Zimtsaure, sie ist 
35 nur etwa 0,5 Mikrometer dick. Der Fokusdurchmesser 
. im Brennpunkt 5 betragt wegen der unvermeidlichen 
Strahlfehler etwa 10 Mikrometer. Ein Teil des Laserlich- 
tes wird von der Matrixschicht 4 absorbiert und fuhrt 
zur Verpuffung des ZeUulosenitrats, ein weiterer kleiner 
40 Teil 7 des Laserlichts tritt hindurch und verschwindet 
Die durch die Verpuffung des ZeUulosenitrats erzeugte 
Wolke aus niedermolekularen Gasen enthalt auch die 
veremzelten Molekule der Protonierungssubstanz AJ- 
pha-Cyano-4-Hydroxi-Zimtsaure, die zum Teil wegen 
45 der hohen Plasmatemperatur ionisiert vorliegen. Diese 
Ionen reagieren mit den ebenf alls vereinzelten MolekO- 
len der Analytsubstanz und protonieren diese. Die Ana- 
lytionen werden in flblicher Weise dem Massenspektro- 
meter zur Analyse zugefuhrt 
50 Der Probentrager ist parallel zu seiner Oberflache 
beweglich und kann durch eine nicht gezeigte Bewe- 
gungsvorrichtung verschoben werden. Die Locher 6 in 
der Matrixschicht sind in vorausgegangenen Analysen- 
zyklen erzeugte Brennflecke, in denen die Matrixschicht 
55 vollstandig verpufft ist Die MeBwerte aus diesen vor- 
ausgegangenen Analysenzyklen werden gew6hniich in 
einen Digitalspeicher addiert und liefern nach einigen 
Zyklen ein Massenspektrum mit verbessertem Signal- 
zu-Rausch-Verhaltnis. 
6o Eines der aussagekraftigsten Ergebnisse einer mas- 
senspektrometrischen Analyse ist das Molekularge- 
wicht der untersuchten Analytsubstanz. Reduziert sich 
die analytische Aufgabe auf die Bestimmung des Mole- 
kulargewichts, so reichen (bei gutem Massenauflosungs- 
es vermQgen) im Minimum dafur etwa 100 Ionen, die am 
Detektor gemessen werden und bereits einen signifi- 
kanten Massenpeak ergeben. Nimmt man einma) an, 
daB man nur ein funftel der auf die Lackschicht aufge- 
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brachten Analytmolekule nutzen kann, und rechnet man 
vorsichtig mit einer Ionenausbeute von nur 1/10 000 
gemessenen Ionen pro eingesetztem Analytmoiekul, so 
braucht man etwa 5 000 000 MolekQle der Analytsub- 
stanz for diese Bestimmung des Molekulargewichts. 5 
Bringt man die Analytmolekule in einem Fleck der Gro- 
6e von 100 mal 100 Mikrometer unter, so ergibt das 
einen Bedeckungsgrad zwischen 1/100 und 1/1000 einer 
monomolekularen Schicht Die eingesetzte Menge ent- 
spricht dabei etwa 10 Attomol an Analytsubstanz. Die 10 
Analyse braucht etwa 20 bis 40 Laserlichtschusse von 
jeweils etwa 10 Mikrometer I^erlichtfokusdurchmes- 
ser. Die gesamte Aufnahmedauer betragt bei 20 Laser- 
lichtschussen pro Sekunde nur etwa ein bis zwei Sekun- 
den. — Diese Werte entsprechen einer unteren Grenze. 15 
Fur die Routineanalytik rauB man mit dem zehn- bis 
hundertfachen Substanzeinsatz rechnen, also mit etwa 
100 Attomol bis 1 FemtomoL Das gilt aber nur unter der 
Voraussetzung, daB es nicht gelingt, die Ionisierungs- 
ausbeute zu erhohen, beispielsweise durch die Entdek- 20 
kung einer geeigneteren Ionisierungssubstanz, deren 
Einsatz durch diese Erfindung ermoglicht wird. 



Patentansp ruche 
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1. Verfahren zur Erzeugung von Ionen groBmole- 
kularer Analytsubstanzen, die sich im Vakuum auf 
einem Probentrager befinden, durch eine laserindu- 
zierte Desorption, die von einer ebenfalls auf dem 
Probentrager befindlichen Matrixsubstanz unter- 30 
stutzt wird (MALDI), dadurch gekennzeichnet, 
daB die Matrixsubstanz aus mindestens zwei Kom- 
ponenten be stent, von denen eine Komponente 
durch die Einwirkung der Laserstrahlung zersetzt 
wird 35 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet daB eine weitere, leicht protonenabge- 
bende Matrixkomponente dUe Ionisierung der Ana- 
lytmolekule ubernimmt 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 40 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB eine weitere 
Komponente die Matrix farbt und fur das verwen- 
dete Laserlicht absorptiv macht 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB die durch die 45 
Laserstrahlung zersetzbare Substanz ein Spreng- 
stoff oder eine sprengstoffahnliche Substanz mit 
exothermer Energiebilanz des Zersetzungsprozes- 
ses ist 

5. Verfahren nach Anspruch 4, .dadurch gekenn- 50 
zeichnet, daB Zellulosenitrat als zersetzbare Sub- 
stanz verwendet wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Zellulosenitrat mit einem optimalen 
Nitrierungsgrad zwischen 11,5 und 13,5% Stick- 55 
stoff verwendet wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruch e 3 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Matrixkompo- 
nenten eine feste, gegenseitige Losung bflden. 

8- Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 60 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Matrix- 
komponenten gememsam ais Lackschicht aufge- 
bracht werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Lackschicht nach Aufbringen auf 65 
den Probentrager durch einen BrQckenbildner drei- 
dimensional vernetzt und dadurch unloslich ge- 
macht wird. 



10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Diisocyanat als Briickenbildner ver- 
wendet wird. 

1 1. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Lackschicht durch Quefien und Trocknen in eine 
hochporose Schicht umgewandelt wird 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB Zellulosenitrat als 
hochpordses Pulver in einer dunnen Schicht auf 
den Probentrager aufgebracht wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Analytmolekule 
durch Adsorption aus einer Losung auf die OberflS- 
che der sohden oder porosen Schicht aufgebracht 
werden. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 1 oder 
12, dadurch gekennzeichnet, daB die Analytmole- 
kule durch Blotten auf die pordse Schicht aufge- 
bracht werden. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB der Proben- 
trager fur die verwendete Wellenlange des Lasers 
durchsichtig ist und die Laserstrahlung von der 
Ruckseite des Probentragers eingestrahlt wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein Diodenpulslaser fur die Laserde- 
sorption verwendet wird. 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB klei- 
ne magnetische Kugelchen (magnetic beads) als 
Probentrager benutzt werden. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die magnetischen Kugelchen zur ad- 
sorptiven Beladung mit Analytmolekulen in eine 
Losung der Analytmolekule gegeben, durch ein 
Magnetfeld herausgefischt, auf eine Probentrager- 
grundplatte aufgebracht, und daB dann die auf ihrer 
Oberflache befindlichen Analytmolekule durch La- 
serbeschuB zur Desorption gebracht werden. 
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